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研究成果の概要（和文）：近年、DNAのメチル化を始めとするエピジェネティックな変化が、RNA合成、ひいてはタンパ
ク質の発現を抑制することから、癌化機構の一つとして広く認識されている。2012年春、第三世代PCR機といわれるDig
ital PCR装置が世界で販売開始され、従来のリアルタイムPCRによる検出と比べ決定的な感度と精度に差があるとされ
ている。今回我々は、SALL3遺伝子のDigital PCR装置を使ったメチル化解析を行い、メチル化解析に有効な方法である
こと調べた。

研究成果の概要（英文）：Bisulfite-treated DNA was amplified by PCR with two designed pairs of 
methylation-specific PCR primers for the promoter region of the SALL3 gene. Two
million PCR reactions using conventional TaqMan assays with a 96-well plate workflow. Three applications 
demonstrate that the massive partitioning afforded by our ddPCR system provides orders of magnitude more 
precision and sensitivity than real-time PCR. ddPCR system will allow researchers to explore complex 
genetic landscapes, discover and validate new disease associations, and define a new era of molecular 
diagnostics.
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１．研究開始当初の背景 
 
頭頸部癌の治療は，現在、外科的治療を中
心に放射線治療・化学療法が行われている。
最近の新しい放射線治療・抗癌剤・分子標的
薬などにより、多くを占める進行例の局所制
御率の向上がみられる。しかしながら、頭頸
部癌全体の生存率改善までには至っておら
ず、新たな治療法・診断法の開発はもちろん
のこと、予後因子や個別化治療のためのマー
カーの確定や新しい解析方法の確立は頭頸
部癌の予後改善のために重要と考える。 
 
２．研究の目的 
 
近年、DNA のメチル化を始めとするエピジ
ェネティックな変化が、RNA 合成、ひいては
タンパク質の発現を抑制することから、癌化
機構の一つとして広く認識されている。2012
年春、第三世代 PCR機といわれる Digital PCR
装置が世界で販売開始された。従来のリアル
タイムPCRによる検出と比べ決定的な感度と
精度に差があるとされ、HPV をはじめとする
微量ウイルスの検出、ウイルス量の定量解析
に期待が集まっている。今回我々は、Digital 
PCR 装置を使ったメチル化解析を行い、今ま
で困難であったFFPEならびに唾液からのDNA
微量サンプルからのメチル化解析の方法の
確立を行い頭頸部癌のエピゲノム異常の知
見を蓄積していきたい。 
 
３．研究の方法 
 
本研究計画では、Digital PCR 装置を使っ
たメチル化解析の頭頸部癌への導入、メチル
化解析方法の確立を行った。 
 
(1) Droplet Digital PCR 装置のメチル化解
析への導入 

(2) 手術検体を使っての安定したメチル化
解析の確立、従来法との比較 

(3) 頭頸部癌治療患者の予後マーカーとし
てのメチル化遺伝子の評価 

 
４．研究成果 
 
(1) Droplet Digital PCR 装置のメチル化解
析への導入 

 
 
 
 
 
 
 

図１に示すように第三世代の Droplet 
Digital PCR は、Real-time PCR とコンセプ
トが異なり、微小区間に断片化されたサンプ
ルを限界希釈して分散させ、ターゲット遺伝

子の PCR 増幅を行う。各微小区画は、増幅シ
グナルがポジティブないしネガティブとな
り、そのポジティブの微小区間の数を直接カ
ウントすることでサンプル中のターゲット
遺伝子濃度を絶対的に測定できる方法であ
る。図 Iでは、まず Droplet Generator で圧
力により約 20,000 個のドロップレットをチ
ューブ内で作成する。 
次に 2 で Thermal cycler にチューブを移
し PCR 反応を行い蛍光させる。最後に 3 で
Droplet Reader で蛍光を測定する。Digital 
PCR のデータは微小区間ごとにポジティブか
ネガティブかのどちらかになりこれをデジ
タル信号の1/0に見立てることによってデジ
タルと呼ばれている。 
Droplet Digital PCR の利点は、①限界希
釈で行うため、サンプル中の PCR 阻害要因が
軽減される。②飽和するまでの PCR 増幅によ
って高い感度が得られる。③ポジティブな微
小区間を直接カウントするため、定量精度が
高い。④検量線を必要としない、などが挙げ
られる。 

 
臨床検体を使った Droplet Digital PCR 法
による SALL3 遺伝子のメチル化解析の結果；
上図に示す癌部(T)と非癌部(N)の比較によ
り癌部で高メチル化なのが示された。 
 
(2) 手術検体を使っての安定したメチル化
解析の確立、従来法との比較 

 

 
臨床検体を使った real time PCR 法による
SALL3 遺伝子のメチル化解析の結果；上図に
示す癌部(T)と非癌部(N)の比較により一部
ACTB との比較のため１を超えるメチル化度
を示したサンプルを認めた。 
 
(3) 頭頸部癌治療患者の予後マーカーとし
てのメチル化遺伝子の評価 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
SALL3 遺伝子は高メチル化群で再発率が有
意に高いことが示された。これらの結果から
Droplet Digital PCR 法は、より安定的にメ
チル解析できる方法であることが示された。 
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